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単細胞性微細藻類であるPseudococcomyxa属によるバイオ燃料生産の実用化に向けた研究において、油脂生産
コストを削減することが課題となっている。生産コストを削減するためにはPseudococcomyxa属の油脂生産性を
向上させることが重要である。そのため、油脂の蓄積を促進させるような因子の特定が急務となっている。真核
微細藻類を窒素欠乏条件下で培養するとトリグリセリド（triacylglycerol：TAG）を主成分とする油脂が蓄積する
ことが知られている [Teresa et al., 2009]。Pseudococcomyxa属においても同様に、窒素欠乏条件下で油脂の蓄
積が観察された [Satoh et al., 2010]。この現象は、細胞が窒素欠乏のシグナルを感知し、その細胞内で起こるシ
グナル伝達を介して、油脂合成のための酵素活性が誘導されるために起こると考えられている。実際に、いくつ
かの油脂合成遺伝子群が窒素欠乏下で誘導されるが、それを制御する転写因子については明らかになっていない。
そこで本研究では、油脂合成遺伝子群の発現を制御する転写因子の同定を目指し、その第一歩として、P. 
ellipsoidea Obi株が持つ転写因子遺伝子を、バイオインフォマティクスの手法を用いて明らかにした。また、こ
れらの転写因子遺伝子の窒素欠乏条件下における発現量の変化を、RNA-Seqデータを用いて解析、調査した。 
 Plant Transcription factor database (http://planttfdb.cbi.pku.edu.cn/) には63ファミリーの転写因子が登録
されている。そして、さまざまな転写因子のアミノ酸配列中に見いだされたそれぞれの転写因子ファミリーのモ
チーフ配列が、Pfamにデータベース化されている。そこで、各々の転写因子ファミリーについて、Pfamにある
モチーフ配列を連結し単一のアミノ酸配列としたものを作製し、この連結配列と類似性をもつタンパク質を、
blastpを用いて、P. ellipsoidea Obi株のProtein Databaseに対して検索を行った。この時、E-valueが0.01以
下のタンパク質が167検出され、これらの配列を転写因子候補とした。さらに InterProScanを用いてこれらの
配列を解析し、転写因子モチーフが検出された147を転写因子と判定した。 
 P. ellipsoidea Obi株をNaClストレスあるいは窒素欠乏ストレスにさらした時の転写因子遺伝子の発現変化を、
RNA-Seq データを用いて調べた。その結果、塩ストレスのみに応答する遺伝子は 3 存在し、窒素欠乏のみに応
答する遺伝子は65、どちらのストレスにも共通して応答する遺伝子は16存在した。この時、どちらのストレス
にも共通して発現が誘導されていた転写因子は2種類存在し、それぞれAP2 domainとbZIP domainとを持っ
ていた。NaCl ストレスは窒素欠乏ストレスと同様に油脂の蓄積を促進することが知られているため、これらの
転写因子は2つのストレスに共通した応答である油脂の蓄積に関与している可能性がある。 
窒素欠乏ストレス応答性の転写因子遺伝子を詳細に調べると、窒素欠乏後 12~24 h では、MYB domain や
GATA domain、E2F domainを持つ転写因子遺伝子の発現が10倍以上に誘導されていた。窒素欠乏後72~96 h
では、bZIP domain、MYB domain、RWP-RK domainを持つ転写因子遺伝子の発現が10倍以上に誘導されて
いた。この中のRWP-RK domainを持つ転写因子は、系統樹を作製するとChlamydomonas reinhardtiiのNIT2
やArabidopsis thaliana のNIN-like protein（NLP）と同じNIN-like familyに属することが示された。そこで、RWP-RK 
domain を持つ P. ellipsoidea Obi 株の転写因子を、以下では NIT2 と呼ぶことにした。Chlamydomonas 
reinhardtiiのNIT2は、硝酸シグナルの応答において中心的な役割を果たす転写因子である。そこで、P. ellipsoidea 
Obi株と近縁で、油脂生産性がP. ellipsoidea Obi株よりも高いPseudococcomyxa sp. KJ株において、NIT2の役割を
調べることとした。Pseudococcomyxa sp. KJ株NIT2の cDNAを合成後、PCRで増幅し分離した。このNIT2cDNA
をPseudococcomyxa sp. KJ株に導入した形質転換体が6株得られた。すべての形質転換株において、生育や油脂
蓄積量に若干の違いが観察されたが、株ごとに応答の違いがみられ、明確な結論を出すことは出来なかった。NIT2
遺伝子の発現量がWTと比較して増加したK9-1株では、窒素十分条件下で亜硝酸還元酵素（NiR）の遺伝子の発
現が増加したことから、NiR の遺伝子は NIT2 が制御する遺伝子群以下の下流にある可能性が示唆された。しか
し、この一例のみではNIT2 の役割を断定できないので、今後より多くの NIT2 導入株を取得し、NIT2遺伝子の
過剰発現の効果を確認する必要がある。また、NaClストレスと窒素欠乏ストレス両者で誘導されるAP2やbZIP 
domainを持つ2つの転写因子についてさらに調査を進めていく必要がある。 
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